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Röntgendiffractie! is! één! van! de! krachtigste! methoden! om! de! driedimensionale!structuur!van!biologische!macromoleculen!te!bepalen.! In!dit!proefschrift!wordt!de!methode!gebruikt! voor! twee! enzymen:! een! 3.ketosteroïde! Δ1.dehydrogenase! (Δ1.KSTD)! uit!
Rhodococcus!erythropolis!SQ1!.!een!organisme!dat!nauw!verwant!is!aan!Mycobacterium!.!en!een! β.xylosidase! uit! de! thermofiele! bacterie! Geobacillus! thermoleovorans! IT.08! (Xyl).! Δ1.KSTDs!zijn!farmaceutisch!belangrijke!enzymen!die!worden!toegepast!bij!de!productie!van!Δ1.!3.ketosteroïdale!geneesmiddelen!en!hormonen.!Bovendien!is!de!Δ1.KSTD!uit!Mycobacterium!
tuberculosis!belangrijk!voor!langdurige!tuberculose!infecties.!Daarom!zou!dit!enzym!een!goed!doelwit! kunnen! zijn! om! nieuwe! anti.tuberculose! geneesmiddelen! te! ontwikkelen.! β.Xylosidasen!zijn!van!biotechnologisch!belang!omdat!ze!heel!effectief!hemicellulose!biomassa!kunnen!afbreken.!
8.1.! 38Ketosteroïde!Δ18dehydrogenasen!3.Ketosteroïde!Δ1.dehydrogenasen! (Δ1.KSTDs)! zijn! enzymen! die! een! dubbele!binding!maken!tussen!de!C1!en!C2!koolstofatomen!van!de!A.ring!van!3.ketosteroïden!(zie! Fig.! 3.1! op! blz.! 74).! De! enzymen! komen! voor! in! een! groot! aantal! micro.organismen,!maar! vooral! in! bacteriën! die! behoren! tot! het! fylum!Actinobacteria.!De!dubbele! binding! is! van! fysiologisch! belang! omdat! het! daardoor!mogelijk!wordt! het!steroïde! molecuul! af! te! breken.! In! de! biotechnologie! worden! deze! enzymen! benut!voor!het!maken!van!uitgangsstoffen!voor!de!bereiding!van!steroïdale!geneesmiddelen!en!hormonen.!Bovendien!zijn!deze!enzymen!van!bijzonder!belang!voor!de!etiologie!van!bepaalde!infectieziekten!en!voor!bioremediatie!toepassingen.!Hoofdstuk!1!geeft!een!overzicht!van!de!biochemie!van!Δ1.KSTDs.!Ondanks!hun!diversiteit! in! aminozuurvolgorde,! molecuulgewicht,! iso.elektrisch! punt! en! pH!optimum,!zijn!het!allemaal!periplasmatische!eiwitten!die!een!FAD!cofactor!bevatten,!en!hebben!ze!een!externe!elektron!acceptor!nodig!voor!hun!katalytische!activiteit.!Ze!worden!alleen! gemaakt,! als! steroïde!moleculen! aanwezig! zijn.!Hoewel!bijna! alle!Δ1.KSTDs!4.androsteen.3,17.dion!als!substraat!kunnen!gebruiken,!zijn!ze!actief!op!zeer!uiteenlopende! 3.ketosteroïden,! maar! niet! op! 3.hydroxysteroïden.! Hoofdstuk! 1!introduceert! ook! de! driedimensionale! structuur! van! de! Δ1.KSTD1! uit! Rhodococcus!
erythropolis!SQ1,!de!eerste!Δ1.KSTD!waarvan!een!3D!structuur!bepaald!is.!Homologie!modellering! laat! zien! dat! deze! Δ1.KSTD! structuur! een! uitstekend!model! is! voor! de!meeste! andere! Δ1.KSTDs,! en! dat! de! positie! en! conformatie! van! de! actief! centrum!aminozuren!bewaard!zijn.! Biochemische! studies! hebben! laten! zien! dat! de! dubbele! binding! gegenereerd!wordt!via!een!directe,!trans.diaxiale!eliminatie!van!de!α.!en!β.waterstofatomen!van!de! C1! en! C2! atomen! van! het! 3.ketosteroïde! substraat.! De! reactie! verloopt! via! een!tweestapsmechanisme.!Eerst!wordt!de!C3.carbonyl! keton.groep!geprotoneerd!door!een!elektrofiel,! in!combinatie!met!abstractie!van!een!proton!van!het!C2!atoom!door!een!aminozuur!dat! functioneert!als!base.!Daarna,!wordt!een!hydride.ion!van!het!C1!atoom! afgehaald! door! de! FAD! cofactor.! Om! de! aminozuren! te! identificeren! die!betrokken!zijn!bij!de!katalyse!door!Δ1.KSTDs,!en!het!katalytische!mechanisme!van!Δ1.
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KSTDs! op! te! helderen,! werd! het! enzym! gekristalliseerd! (Hoofdstuk! 2)! en! de! 3D.structuur!bepaald!(Hoofdstuk!3).!
Δ1.KSTD1! heeft! een! langwerpige! vorm! en! bevat! twee! domeinen,! een! FAD.bindend!domein!en!een!katalytisch!domein!(Fig.!3.2!op!blz.!83).!Het!actieve!centrum!bevindt!zich!in!een!holte!in!het!grensvlak!tussen!de!twee!domeinen.!De!holte!wordt!begrensd! door! hydrofobe! aminozuur! zijketens! afkomstig! van! beide! domeinen,! en!door!het!isoalloxazine!ringsysteem!van!de!FAD!cofactor!(Fig.!3.2).!Vier!aminozuren!in!het! actieve! centrum,! Tyr.119,! Tyr.318,! Tyr.487! en! Gly.491,! zijn! volledig!geconserveerd! in!Δ1.KSTDs! uit! verschillende! bacteriën! (Fig.! 1.5! op! blz.! 41).!Mutatie!van! de! Tyr! residuen! bevestigt! dat! deze! aminozuren! belangrijk! zijn! voor! de!katalytische! functie! van! het! enzym.! De! Δ1.KSTD1! structuur! en! de! kinetische!eigenschappen!van!de!mutanten!suggereren!een!katalytisch!mechanisme!(Fig.!3.5!op!blz.! 89),! waarin! Tyr.487! en! Gly.491! waterstofbruggen! vormen! met! de! C3.carbonylgroep!van!het!3.ketosteroïde! substraat,!waardoor!keto.enol! tautomerisatie!van!de!carbonyl!groep!bevorderd!wordt!en!de!binding!van!de!waterstof!atomen!aan!het! C2! koolstof! atoom! wordt! verzwakt.! Met! hulp! van! Tyr.119,! kan! Tyr.318!vervolgens! de! axiale! β−waterstof! als! een! proton! van! het! C2! atoom! verwijderen,!terwijl!het!N5!atoom!van!de!FAD!cofactor!de!axiale!α.waterstof!als!een!hydride! ion!van! het! C1! atoom!verwijdert.!Het! hier! beschreven! reactiemechanisme! is! slechts! de!reductieve! halfreactie! van! de! katalytische! cyclus,! waarbij! de! FAD! cofactor!gereduceerd! wordt.! Om! de! katalytische! cyclus! te! voltooien,! moet! de! gereduceerde!FAD! opnieuw! geoxideerd! worden! met! behulp! van! een! elektronenacceptor! in! een!oxidatieve! halfreactie.! De! aard! van! de! fysiologische! elektronenacceptor! van! de! Δ1.KSTDs!is!nog!niet!bekend.!
8.2.! β8Xylosidasen!
β.Xylosidasen! zijn! glycoside! hydrolasen! die! D.xylose! suikers! verwijderen! van!het!niet.reducerende!uiteinde!van!korte!xylooligosacchariden.!Deze!enzymen!spelen!een!belangrijke!rol!in!de!afbraak!van!xylaan,!de!meest!voorkomende!component!in!de!celwanden! van! planten.! In! combinatie! met! cellulasen! en! hemicellulasen,! worden!
β−xylosidasen! toegepast! voor! het! vergisten! van! lignocellulose.! De! β−xylosidase!hydrolyseert!meer! glycosidische! bindingen! dan! andere! hemicellulasen! en! verhoogt!de! efficiëntie! van! het! proces! doordat! het! xylooligosacchariden! afbreekt,! die! sterke!remmers!zijn!van!de!activiteit!van!de!andere!gebruikte!enzymen.!Op! grond! van! hun! zeer! verschillende! aminozuurvolgordes! zijn! β.xylosidasen!ingedeeld! in! tien!verschillende!glycoside!hydrolase!(GH)! families,! i.e.! in!GH!1,!3,!30,!39,!43,!51,!52,!54,!116!en!120.!Deze!GH!families!verschillen!in!3D!structuur!(Fig.!4.2,!blz.!98),!en!ook!de!aminozuren,!die!betrokken!zijn!bij!de!katalyse,!verschillen.!Hoewel!de! meeste! β−xylosidasen! hun! substraten! hydrolyseren! met! retentie! van! de!
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configuratie! van! het! anomere! koolstofatoom,! veranderen! de! enzymen! uit! GH43! de!anomere! configuratie! (inversie).! Alle! structureel! gekarakteriseerde! β.xylosidasen!hebben! een! kenmerkend,! pocket.vormig! actief! centrum! met! twee! koolhydraat.bindende! subsites.! Hoofdstuk! 4! geeft! een! overzicht! van! de! verschillende! 3D!structuren!van!β.xylosidasen,!de!opbouw!van!hun!actieve!centra!en!hun!katalytische!mechanismen.!Aan!het!einde!van!dit!hoofdstuk!wordt!ingegaan!op!de!remming!van!β.xylosidasen!door!monosaccharides,!zoals!D.xylose,!L.arabinose,!en!D.glucose.!Remming!van!β−xylosidasen!door!hun!monosaccharide!producten!is!de!oorzaak!van! een! aanzienlijke! vermindering! van! de! toepasbaarheid! van! deze! enzymen! in! de!biotechnologie.! Om! het! hoe! en! waarom! van! deze! productremming! verder! uit! te!zoeken,! werd! de! GH43! β−xylosidase! uit! de! thermofiele! bacterie! Geobacillus!
thermoleovorans!IT.08!(Xyl)!gekristalliseerd!(hoofdstuk!5),!en!3D!structuren!werden!opgehelderd!van!het!enzym!met!gebonden!monosacchariden!(hoofdstuk!6).!!De! kristalstructuur! van! Xyl! is! zeer! vergelijkbaar!met! die! van! andere! GH43!β.xylosidasen.! De! structuur! bestaat! uit! twee! domeinen,! een! N.terminaal! katalytisch!domein!met!een!vijf.bladige!β.propeller!opvouwing,!en!een!C.terminaal!domein!met!een!β.sandwich!opvouwing!(Fig.!6.1a,!blz.!129).!Het!actieve!centrum!van!Xyl!bevindt!zich! in! een! holte! in! het! N.terminale! katalytische! domein,! en! bevat! twee! subsites,!namelijk! subsite! .1! en! subsite! +1.! De! .1! subsite! ligt! diep! in! het! actieve! centrum,!terwijl!de!+1!subsite!meer!aan!het!oppervlak!van!het!eiwit!ligt.!De!structuren!van!Xyl!met!gebonden!L.arabinose!en/of!D.xylose!laten!zien!hoe!deze!monosacchariden!in!het!actieve!centrum!van!Xyl!gebonden!worden.!Terwijl!L.arabinose!uitsluitend!te!vinden!is!in!subsite!.1,!heeft!D.xylose!een!voorkeur!voor!de!+1!subsite.!De!bindingswijze!van!de! suikers! kan!nu! gebruikt!worden!om!Xyl! varianten! te! ontwerpen!met! een! lagere!affiniteit! voor! monosacchariden,! waardoor! de! productremming! verminderd! zou!kunnen!worden.!!
